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第 1章 痤瘡患者由来 P. acnesの薬剤感受性調査 
 2008年から 2011年に、皮膚科クリニックおよび大学病院の専門外来を受診した痤
瘡患者から分離した 191株の P. acnesについて薬剤感受性を調査した。その結果、ク
リニックにおけるマクロライド耐性率は、2008 年に 27.6%と高い割合を示したが、

























標準内服量とされる doxycyclineを 100 mg/dayで内服すると、血中濃度は約 1.5 μg/ml
であると報告され、毛包内ではさらに低いことが推測される。そのため、doxycycline
のMICが 1 ~ 2 μg/mlの低感受性を示す P. acnes株に対しては十分な抗菌作用を示さ
ない可能性がある。そこで、本章では、P. acnes におけるテトラサイクリン低感受性
および耐性化機構について研究した。 
痤瘡患者から分離された doxycycline耐性株 (MIC = 16 μg/ml) および低感受性株 
(MIC = 1 ~ 2 μg/ml) に対して、16S rRNA遺伝子と ribosomal S3 protein遺伝子 rpsC、
S10 protein遺伝子 rpsJの塩基配列を解析した (Table 1)。その結果、耐性株から既知
の耐性因子である 16S rRNAにおける G1036C変異が認められた。rpsJを解析する
と、耐性と低感受性株で 5種の変異が認められ、これらの変異はコードされる S10 
proteinの 57、58番における 4種のアミノ酸置換を生じさせた。一方、S3 proteinを
コードする rpsCに、全ての株で変異は認められなかった。そこで、16S rRNA遺伝
子変異および S10 proteinのアミノ酸置換のテトラサイクリン耐性への関与を確認す
るために、in vitroで耐性変異株の作製を行った (Table 1)。その結果、doxycyclineに
対してMICが 4 μg/mlを示す低度耐性変異株が得られ、それらは臨床株と同様の 4
種の S10 protein アミノ酸置換を起こす rpsJ の遺伝子変異を有していた。しかし、



















Fig. 1. Annual distribution of macrolide-resistant P. acnes




加えて 16S rRNA変異を持つことで段階的に耐性化することが示唆された。 
 
第 3章 P. acnesにおけるキノロン耐性機構の解析 
 世界と比較して、本邦では痤瘡治療におけるキノロン系薬の処方頻度が著しく高い。




痤瘡患者由来 280株の P. acnesについて薬剤感受性を調査した結果、levofloxacinの
MICが 8 ~ 16 μg/mlを示すキノロン低感受性株が 8株 (2.9%) 認められた。耐性因子
を特定するために、キノロン系薬の標的部位である DNA gyrase遺伝子 (gyrA and gyrB) 
および DNA topoisomerase IV遺伝子 (parC and parE) の塩基配列を解析した。その結
果、DNA gyrase を構成するサブユニット GyrA にアミノ酸置換 (Ser101Leu または
Asp105Gly) を起こす変異が認められた。そこで、標的部位変異のキノロン耐性への関
与を確認するために、耐性変異株の作製を行った (Table 2)。その結果、内服で使用さ
れる ciprofloxacin と levofloxacin からは痤瘡患者由来株と同じアミノ酸置換を有する
耐性変異株が得られた。一方、外用薬である nadifloxacin からは、痤瘡患者から見出
されていない GyrA の Ser101Trp を有する耐性変異株が得られた。また、更なる耐性
変異株の分離を行うと、GyrAに 2つのアミノ酸置換、または GyrAと GyrBに 1つず
つのアミノ酸置換を有する耐性変異株が得られた。一方、DNA topoisomerase IV遺伝
子には変異は認められなかった。以上の結果から、P. acnes は他のグラム陽性菌と異
なり、キノロン系薬の DNA gyrase への選択性が高く、薬剤によって異なるアミノ酸
置換を生じる遺伝子変異を起こすことが示された。各キノロン系薬における耐性変異
Table 1. Tetracycline resistance profiles of clinical isolates and resistant mutants of P. acnes
Strain MIC (μg/ml) Mutations of tetracycline resistance factors
Doxycycline Minocycline Tigecycline 16S rRNA S10 protein
Clinical isolate
9 16 8 2 G1036C, A1180C Tyr58Asp
11 16 8 2 G1036C, A1180C Tyr58Asp
15b 1 0.25 0.5 Wild Lys57Glu, Tyr58Asp
34b 16 8 2 G1036C, A1180C Tyr58Asp
45 1 1 0.25 Wild Lys57Asn
75b 1 0.25 0.25 Wild Lys57Asn
77b 2 1 0.5 Wild Lys57Met
83b 2 1 0.5 Wild Lys57Met
85b 1 0.5 0.5 Wild Lys57Met
Laboratory strain
1-1 4 2 0.5 Wild Lys57Glu
1-2 4 2 0.25 Wild Tyr58Asp
2-2 4 2 0.5 Wild Lys57Met
ATCC11828 0.13 ≤0.06 ≤0.06 Wild Wild
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Table 2. Quinolone susceptibilities and mutations of quinolone-resistant strains
Resistant MIC (μg/ml) DNA gyrase substitutions
mutant* Ciprofloxacin Levofloxacin Nadifloxacin Ozenoxacin GyrA GyrB
1st selection
CPFX4-1 16 16 8 0.5 Ser101Leu -
CPFX4-8 16 4 1 0.13 Asp105Gly -
LVFX4-1 16 16 8 0.5 Ser101Leu -
NDFX8-1 16 32 8 0.5 Ser101Trp -
2nd selection
FQ-R1 16 64 32 4 Ser101Leu, Asp105Gly -
FQ-R2 16 64 16 1 Ser101Leu Asp476Glu
FQ-R3 16 64 32 4 Ser101Leu Ser495Pro
FQ-R4 16 64 32 4 Ser101Leu, Asp105Gly -
ATCC11828 0.5 0.25 0.25 ≤0.06 - -
*, Strain no. exhibit the antimicrobial using the selection of resistant mutants. Stains named CPFX were selected
by ciprofloxacin. In similar, strains named LVFX and NDFX were selected by levofloxacin and nadifloxacin,
respectively. FQ-R1, R2, and R3 were selected by levofloxacin from LVFX4-1 as a parental strain. In the same
way, FQ-R4 was selected by levofloxacin from CPFX4-8. -, no substitution was found.
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BA: brucella agar containing 5% lysed defibrinated sheep blood 
BB: brucella broth containing 5% lysed defibrinated horse blood 
CFU: colony forming unit 
CLSI: clinical and laboratory standards institute 
EDTA: ethylene diamine tetraacetic acid 
EGTA: ethylene glycol tetraacetic acid 
IL-8: interleukin-8 
PCR: polymerase chain reaction 
PFGE: pulsed-field gel electrophoresis 
PMQR: plasmid-mediated quinolones resistance 
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MPC: mutant prevention concentration 
MLSB: Macrolides-Lincosamides-Streptogramin B 
MLST: multilocus sequence typing 
MRSA: methicillin-resistant Staphylococcus aureus 
MSW: mutant selection window 
O. D.: optical density 
QOL: quality of life 
QRDR: quinolone-resistance-determining region 
SLST: single-locus sequence typing 
TNF-α: tumor necrosis factor-α 
TSA: tryptone soya agar 
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【 序 論 】 
 
Propionibacterium acnesは、和名でアクネ菌と呼ばれ、Propionibacterium属に分類さ
れる細菌である。その大きさは、およそ0.5 ~ 0.8 × 1.0 ~ 5.0 µmで、グラム陽性の耐酸
素性嫌気性桿菌である1)。P. acnes は、1896年にUnnaによってacne bacillus (痤瘡桿菌) 
として初めて医学雑誌に報告され、1897年にはSabouraud が痤瘡からの分離および純
培養に成功した2)。P. acnes は、ヒトの上半身に広く定着している常在菌で、102 ~ 106 
colony forming unit (CFU)/cm2の菌量が皮膚に存在しているといわれており、皮膚常在
菌の約半数を占めると報告されている3, 4)。同属であるP. avidumおよびP. granulosumも
皮膚に常在しているが、少数である。P. freudenreichii のように乳酸発酵を行う菌種は、
チーズの製造に利用されている5)。最近では、P. acnesと遺伝学的に非常に近縁である














ケンスを用い、type I および II の遺伝型に分類していたが、現在ではさらに細分化
され20)、またpolymerase chain reaction (PCR) により簡易的に決定する方法も見出され
ている21)。最近では、multilocus sequence typing (MLST) が細菌種の遺伝学的分類に多
用されている。P. acnesでもMLSTは使用されているが、解析する遺伝子と遺伝子数が
異なるMLST8 19, 22)、MLST9 23)、MLST4 24)が存在するため、活用しきれていないのが現






















部からは、皮膚の常在菌であるP. acnes やS. epidermidisが分離され、痤瘡の悪化に
関与していると考えられている41, 42)。 
 
 Table 1. Classification of acne severity in Japan 36) 
 Acne severity No. of papules and pustules per half face 
 Mild ≤5 
 Moderate 6 ~ 20 
 Severe 21 ~ 50 
 Very severe ≥51 
 
P. acnesの病原性として、以下のメカニズムが挙げられる。一つに、過剰に増殖し








し、炎症を生じさせる47, 48)。また、P. acnes自身もpropionic acidなどの低級脂肪酸を産
生するため、炎症悪化に関与すると示唆される。また、P. acnes は、炎症反応のみな






















用することで高い治療効果を示すことが報告されている 55, 56)。 








 Fig. 1. Transition of medicine for acne treatment in Japan 
 
 
 マクロライド系薬は、細菌の 70S リボソームの 50S サブユニットを構成する 23S 
rRNAの domain V領域に位置する 2058位および 2059位 (大腸菌相当部位) の adenine
残基に結合し、peptigyl transferase を阻害し、静菌作用を示す (Fig. 2)。マクロライド
系薬は、リンコマイシン系薬や streptogramin Bと標的部位が同じであるため、その耐
性菌は交差耐性を示すことが知られている。P. acnes においては、Macrolides-
Lincosamides-Streptogramin B (MLSB) 耐性と呼ばれ、世界中で報告されている 58-60)。 
 P. acnes における MLSB 耐性機序として 2 つの因子が知られている。1 つは、
erythromycin ribosomal methylase (erm) 遺伝子の一種である erm(X)の獲得である。
erm(X)にコードされる rRNA methyl transferase (rRNA methylase) は、薬剤標的部位で
ある 23S rRNAの adenine残基のアミノ基をジメチル化し、薬剤親和性を低下させる。
erm 遺伝子はグラム陽性菌および陰性菌の間で広く保有されているが、P. acnes での
保有は確認されていなかった。しかし、2002 年、Corynebacterium 由来と考えられる
erm(X) 遺伝子を含むトランスポゾン Tn5432 が P. acnes で初めて発見された 58, 59)。
erm(X)は、P. acnes の MLSB耐性の中でも最も高度耐性に関与するが、保有率はマク
ロライド耐性株の 10%未満に留まっており、その流行は未だ確認されていない 58, 61)。
しかし、erm(X)を獲得することで、最小発育阻止濃度 minimum inhibitory concentration   










Treatment of inflammatory acne
Treatment of non-inflammatory acne
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 Table 2. Distribution of antimicrobial-resistant P. acnes in the world 
 Year* Region % of resistance Reference 
 EM CLDM TC DOXY 
 2002 UK 94.4 90.3 52.8 - 62) 
 2003 UK 50.0 50.0 25.0 - 59) 
  Spain 90.0 90.0 5.0 -  
  Hungary 45.0 40.0 0 -  
  Greece 75.0 75.0 7.0 -  
  Italy 58.0 58.0 0 -  
  Sweden 45.0 45.0 15.0 -  
 2005 Europe 17.1 15.1 2.6 - 39) 
 2006 Italy 50.5 37.6 2.2 - 63) 
 2007 Singapore 69.2 50.0 11.5 23.0 64) 
 2008 Iran 52.0 50.0 35.0 - 65) 
 2008 Japan 10.4 8.3 0 0 66) 
 2010 France 75.1 - 9.5 9.5 67) 
 2010 Mexico 46.0 36.0 14.0 20.0 68) 
 2012 Korea 30.0 26.7 3.3 6.7 69) 
 2012 Australia 9.0 - - - 70) 
 2013 Hong Kong 20.9 53.5 16.3 16.3 71) 
 2013 Egypt 49.0 66.3 18.4 6.1 72) 
 2013 Chile 12.5 7.5 0 0 73) 
 2013 Colombia 35.0 15.0 8.0 9.0 74) 
 *, published year; -, no data. 
 EM, erythromycin; CLDM, clindamycin; TC, tetracycline; DOXY, doxycycline. 
 
(MIC) が 512 µg/ml以上の高度耐性を示し、外用の clindamycinによる治療を難渋させ
る可能性があるため、注意しなければならない 58)。 
 2つ目は、23S rRNA遺伝子の変異である。現在まで、23S rRNAの薬剤結合部位で
ある 2057位における guanineから adenineへの変異 (G2057A)、または 2058位および
2059 位における adenine から guanine への変異 (A2058G、A2059G) が知られている
75)。これらの変異によって、薬物の結合親和性が低下し、耐性を引き起こす (Fig. 2)。




 Fig. 2. The secondary structure of the “peptigyltransferase ring” in domain V of 
 E. coli 23S rRNA 76)  
 
 
 Table 3. Phenotypical class of macrolides-lincosamides resistance in P. acnes  
 Phenotypical MIC (µg/ml) 23S rRNA  
 class Erythromycin Josamycin Clindamycin mutation / 
  (14-Macrolides) (16-Macrolides) (Lincosamides) resistance gene 
 Class I 512 - ≥2048 0.5 - 128 4 -512 A2058G 
 Class II >2048 >512 ≥512 erm(X) 
 Class III 1 -2 ≤0.125 ≤0.5 G2057A 
 Class IV >2048 ≥512 1 - 64 A2059G 
 Susceptible ≤0.125 ≤0.125 ≤0.5 none  
























































































 MLSB耐性だけでなく、ヨーロッパを中心にテトラサイクリン耐性 P. acnes も流行











い、患者の重症度による P. acnesの薬剤耐性状況を解析した。第 2章では、テトラサ
イクリン低感受性 P. acnesの増加が認められたことから、低感受性化機構の解析を行



















めたアジア、南米でも耐性菌が認められている (Table 2)。日本では、P. acnesの感受
性調査は 1960年代に初めて実施され、耐性菌が分離された 78)。1990年代以降の本邦
における P. acnesの薬剤感受性に関して、1995 ~ 1996年の Kurokawaらの病院におけ
る痤瘡患者由来 P. acnes の調査により、erythromycin および clindamycin に 4.0%、
tetracycline および doxycycline に 2.0%の菌株が耐性を示した 79)。1996 ~ 1997 年の
Nishijima らのクリニックにおける調査では、erythromycin、clindamycin および














【 方 法 】 
1. 使用菌株 
菌株は、2008年から 2011年に大阪府寝屋川市の西嶋皮ふ科を受診した痤瘡患者
209名から分離された 143株の P. acnes (2008年, 29株; 2009年, 29株; 2010年, 50株; 
2011年, 35株)、2009年から 2010年に東京都新宿区の東京女子医科大学病院の皮膚
科専門外来を受診した痤瘡患者 91 人 (男:女=18:73、平均年齢 25.5 歳) より分離さ
れた 69株の P. acnesを使用した。西嶋皮ふ科からは患者情報は得られなかった。薬




2. P. acnesの分離および培養 
 痤瘡患者の患部から滅菌綿棒 (Becton Dickinson) により直接採取された検体は、採
取後、直ちに輸送容器ケンキポーターII (TERUMO) にて輸送された。綿棒に付着した
皮疹内容物を、変法 GAM寒天培地 (Nissui) の表面に塗布し、35°C、嫌気条件下で 72 
hr 培養した。増殖したコロニーを嫌気条件下で変法 GAM 寒天培地、好気条件下で
tryptone soya ager (TSA) にて純培養を行った。TSAは tryptone soya broth (TSB: Oxoid) 
に 1.5%になるように agar bacteriological (Oxoid) を加えて調製した。TSAで増殖せず、
変法 GAM寒天培地でのみ増殖したコロニーを嫌気性菌とした。さらに、分離した菌
を Favor G “Nissui” (Nissui) を使用し、グラム染色を行い、グラム陽性桿菌について嫌
気性菌同定キット Api 20A (bioMérieux) にて同定を行った。 Api web TM 
(https://apiweb.biomerieux.com/) で解析を行い、90%以上の相同性が得られた株を P. 
acnesとした。菌株は、15% glycerol水溶液 (Wako) 中に濃厚懸濁し、-80°C下で保存





 薬剤感受性はMICによって評価し、clinical and laboratory standards institute (CLSI) に
準じた agar dilution procedureにより測定した 80, 81)。測定用培地は、5 μg/ml hemin (Alfa 
Aesar)、1 μg/ml vitamin K1 (Wako) を添加し、5% 羊溶血血液を含有した brucella ager 
(BA: Becton Dickinson) を用いた。羊溶血血液の調製は、defibrinated sheep blood (Nippon 
11 
 
Bio-Test Laboratories) を十分溶血が起こるまで、凍結融解を繰り返し、14,000×gで 20 
min遠心分離を行い、上清を羊溶血液とした。菌懸濁用液体培地には、5 μg/ml hemin、
1 μg/ml vitamin K1 を添加し、5%馬溶血液を含有した brucella broth (BB: Becton 
Dickinson) を使用した。馬溶血液の調製は、defibrinated horse blood (Nippon Bio-Test 
Laboratories) を用い、前述と同様の方法で行った。BAで 35°C、72 hr嫌気条件下で培
養した菌を BB に MacFarland standard (bioMérieux) 0.5 と同程度 (約 1.5×108 CFU/ml) 








 Table 4. Resistance breakpoint of antimicrobial agents for P. acnes 
 Antimicrobial Breakpoint Antimicrobial Breakpoint 
 agent (µg/ml) agent (µg/ml) 
 Ampicillin 16 Clarithromycin 2* 
Cefaclor 16 Roxithromycin 2* 
Cefdinir 64 Spiramycin 8* 
Cefditoren 64 Clindamycin 8 
Faropenem 16 Doxycycline 16 
Ciprofloxacin 8 Minocycline 16 
Levofloxacin 8 Gentamicin ND 
Nadifloxacin ND Chloramphenicol 32 
Erythromycin 2* Fusidic acid 32 





 薬剤感受性の測定には、β-ラクタム系薬の amoxicillin (Sigma-Aldrich)、cefaclor  
(Sigma-Aldrich)、cefdinir (Astellas)、cefditoren (Meiji Seika Pharma)、faropenem (Maruho)、
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キノロン系薬の ciprofloxacin (Wako)、 levofloxacin (LKT laboratories)、nadifloxacin 
(Otsuka)、マクロライド系薬の erythromycin (Sigma-Aldrich)、clarithromycin (Tokyo 
Chemical Industry)、roxithromycin (Wako)、spiramycin (Sigma-Aldrich)、リンコマイシン
系薬の clindamycin (Biochemica)、テトラサイクリン系薬の doxycycline (Sigma-Aldrich)、
minocycline (Wako)、アミノグリコシド系薬の gentamicin (Wako)、その他の抗菌薬とし




Microtube 1.5 ml (Bio-Bik) に cell resuspension solutionを 120 μl分注後、培養した菌
を懸濁し、ミキサーで菌塊がなくなるまで懸濁した。10 mg/ml achromopeptidase (Wako)、
10 mg/ml lysozyme (Wako) を 150 μl加え、37°C、20 min反応させた。その後、2% sodium 
dodecyl sulfate (Wako) を 150 μl 加え、 microtube を転倒混和した。等量の




を除去した後、ペレットを TE buffer (pH 7.5) 50 μlに溶解し、ミキサーで懸濁した。こ




6. 薬剤耐性遺伝子 erm(X) の検出 
PCR 0.2 ml tube (Bio-Bik) に、GoTaq® green master mix (Promega) 5 μl、合成プライ
マー (Table 5) を各々10 pmol/0.2 μl、PCR試料 1 μlを加え、滅菌超純水で全量を 10 
μlとした。PCR試料は、P. acnesのコロニーをそれぞれ 100 μlに懸濁した菌液を直
接用いた。これらをよく混合した後、Veriti Thermal cycler (Thermo Fisher Scientific) 
で反応を行った。増幅反応は、初期熱変性を 94°C、3 min行った後、熱変性を 94°C、







7. 16S rRNAおよび 23S rRNA遺伝子の塩基配列解析 
 PCR 0.2 ml tubeに染色体 DNA 1 μl、合成プライマー (Table 5) を各々10 pmol/0.2 μl、
Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix with HF Buffer (New England Biolabs) 10 μlを加
え、滅菌超純水で全量を 20 μlとし、Veriti Thermal cyclerで反応を行った。初期変性を
98°C、30 secで行った後、98°C、10 secの変性、60°C、30 secのアニーリング、72°C、
45 secの伸長反応を 30サイクル行った。DNA増幅バンドの確認は、アガロースゲル
電気泳動法で行った。PCR 産物の精製は、Wizard®SV Gel and PCR Clean-Up System 
(Promega) を用いて行った。精製した PCR 産物は、BigDye® Terminator v.3.1 Cycle 
Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific) を用いて、ジデオキシターミネーター法によ
りシーケンス反応を行った。データ解析は、DNA Sequencing Analysis ソフトウェア
Version 5.1 (Thermo Fisher Scientific)、AutoAssemblerTM Software Version 2.1 (Thermo 




8. P. acnesの遺伝学的分類法による解析 
 P. acnesの遺伝学的分類は、Scholzらによって報告された Single-locus sequence typing 
(SLST) 25)、および Lomholtらが報告した 9つの house keeping geneの配列によって決
定するMultilocus sequence typing 9 (MLST9) 82) を使用した。PCR 0.2 ml tubeに染色体
DNA 1 μl、合成プライマー (Table 5) を各々10 pmol/0.2 μl、Phusion® High-Fidelity PCR 
Master Mix with HF Buffer 10 μlを加え、滅菌超純水で全量を 20 μlとした。初期変性を
98°C、30 secで行った後、98°C、10 secの変性、60°C、20 secのアニーリング、72°C、
20 secの伸長反応を 30サイクル行った。DNA増幅バンドの確認は、アガロースゲル
電気泳動法で行った。PCR 産物の精製後、DNA シーケンスを行った。塩基配列の解






Table 5. Oligonucleotide primers used in this study 
Primer Oligonucleotide (5’ to 3’) Tm (°C) Product size (bp)b Reference 
erm(X)_I-F CTCACCAACCACAAGATCATC 62.0 710 66) 
erm(X)_I-R GAAGAGATCGATCCAGTCGTT 62.1  
E. coli-23S_F AGTCGGGACCTAAGGCGAG 58.0 1551 66) 
E. coli-23S_R TTCCCGCTTAGATGCTTTCAG 58.2  
acnes 23S_sequence-Fa CGATGTATACGGACTGACTCC 53.4 - 66) 
acnes 23S_sequence-Ra AACTACCCATCAGGCACTGT 53.2   
P. acnes_23S-seq2-Fa TTGACTGTGAGACTGACAGG 50.3 - This study 
P. acnes_23S-seq2-Ra ATCACAACCCGACGTAGCCA 60.0 
P. acnes L4seq-Fa TGAACGAGACCAAGACCATC 54.6 - This study 
P. acnes L4seq-Ra CTGGCTGAACACGATGGTC 56.1 
P. acnes L22(seq)-Fa TGGTTCGCGGTATGGAC 54.7 - This study 
P. acnes L22(seq)-Ra GACTTGGCTGCAGCTGC 55.0 
 
16S rRNA 8UA AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 49.7 1478 76) 
16S rRNA 1485B TACGGTTACCTTGTTACGAC 49.2 
acnes 16S-Fa GAGCGAACAGGCTTAGATAC 55.8 - This study 
acnes 16S-Ra TCGGGTGTTACCAACTTTCA 55.2 
 
SLST-Fa CAGCGGCGCTGCTAAGAACTT 62.7 Variable 25) 
SLST-Ra CCGGCTGGCAAATGAGGCAT 66.1 
a, sequencing primer; b-, no product 
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9. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) 
PFGE 法における DNA の抽出、制限酵素による切断は、Oprica らが報告した方法
を改良して行った 83)。試料となる P. acnes株を変法 GAM寒天培地にて嫌気条件下で
35°C、48 hr培養した。増殖した菌を EET buffer (100 mM ethylenediaminetetraacetic acid: 
EDTA、10 mM ethylene glycol tetraacetic acid: EGTA、10 mM Tris-HCl) に懸濁し、吸光
度 optical density (O. D. 600 nm) 0.4の濃さに懸濁した。得られた懸濁液 150 μl に 25 mg/ml 
lysozyme (Wako) 6 μlと embedding agarose [1.5% low melting point agarose (Bio-Rad)、10 
mM Tris-HCl (pH 8.0)、0.1 M NaCl] 150 μlを加え、直ちに Disposable Plug Mold (Bio-Rad) 
に 100 μl流し込み、4°C、30 min冷やし固めた。固まったプラグを 25 mg/ml lysozyme 
150 μlと 2×Lysis buffer [12 mM Tris (pH 7.5)、1% N-lauroyl sarcosine sodium salt、2% 
polyethylene glycol、 1% polyoxyethyleneglycol dodecyl ether: brij 35、 0.4% sodium 
deoxycholate] 150 μlの混合液に移し、37°C、6 hrの反応をさせた。その後、20 mg/ml 
Proteinase K (Wako) 12 μlを入れた Proteolysis buffer (1% SDS、0.5 M EDTA) 300 μlに移
し替え、50°C、12 hr反応させた。プラグを TE buffer [10 mM Tris-HCl、1 mM EDTA 
(pH 8.0)] 600 μlで、60分毎に室温で 4回洗浄した。TE bufferを除去した後、SpeI buffer 
[0.01% bovine serum albumin (Wako)、10 mM Tris-HCl (pH 7.5)、10 mM MgCl2、1 mM 
dithiothreitol、50 mM NaCl] 500 μlを加え、室温で 60 min放置し、プラグを洗浄した。
SpeI (TaKaRa) 2 μl、SpeI buffer 300 μlを加えた新しい microtubeにプラグを移し、37°C、
20 hr反応させた。その後、プラグは 1% Pulsed Field Certified Agarose (Bio-Rad) ゲル
の中に挿入し、CHEF Mapper (Bio-Rad) を用いて泳動した (initial switch time, 2.98 sec; 
final switch time, 12.02 sec; run time, 24 hr; angle, 120°; gradient, 6V/cm; temperature, 14°C; 
ramping factor, linear)。得られた PFGEパターンは、Bio Numerics (Applied Maths, Ver.6.10) 
を用いて解析した。系統樹は Dice 係数を用いた平均距離法 (Unweighted Pair Group 
Method with Arithmetic mean: UPGMA) により作成した  (band tolerance 1.0%, 





 変異株出現頻度の測定は、各種抗菌薬を 0.008 ~ 128 µg/ml含有した変法 GAM寒天
培地に、1010 CFU/ml程度に調製した試験菌液 0.1 ml (109 CFU) を塗沫し、嫌気的条件
下で 96 hr培養、判定した 84)。試験菌液は、変法 GAMブイヨン (Nissui) に菌を懸濁






なった薬剤濃度を耐性変異株出現阻止濃度 mutation prevention concentration (MPC) と
し、耐性変異株を優位に増殖させる濃度域である耐性変異株選択領域 mutant selection 

















【 結 果 】 
 
1．クリニック由来 P. acnes株の解析 
1-1. 薬剤感受性 
クリニックを受診した痤瘡患者由来 143株の P. acnesについて、各種抗菌薬感受性
を測定した (Table 6)。2008 年から 2010 年にかけて、β-ラクタム系薬の amoxicillin、
cefaclor、cefdinir、cefditoren、faropenemに対しては、良好な感受性を示し、耐性株は
認められなかった。 一方、キノロン系薬の levofloxacinに耐性を示す株が、2008年に
1株 (3.4%)、2009年に 1株 (3.4%)、2010年に 3株 (6.0%) 認められた。また、マク
ロライドおよび clindamycin 耐性株の割合は、2008 年は 27.6%と非常に高い耐性率を
示したが、2009 ~ 2011年は 5%前後を推移していた。2008年は開局直後であり、初診
患者が少なく、大学病院に通院していた患者が多く訪れたためと推論された。また、





 全 164株の P. acnes に対して、高度 MLSB耐性に寄与する erm(X) の保有率を調査
したところ、2008年で 4株 (78a、83a、88a、96b) が認められたが、2009年以降は認
められなかった (Table 7)。測定したいずれかのマクロライド系薬に耐性を示した 12
株 (2008, 8株; 2009, 1株; 2010, 3株) について 23S rRNA遺伝子の塩基配列解析を行
った (Table 7)。解析の結果、A2058G変異が 5株、A2059G変異が 1株で認められた。
また、2058位における adenineから thymine (RNAでは uracil) への変異 (A2058T) が








 Doxycyclineに耐性を示した 84a株について、16S rRNA遺伝子の塩基配列解析を行




Table 6. Antimicrobial susceptibilities of P. acnes strains isolated from patients with acne vulgaris in a clinic during 2008 and 2011 
Antimicrobial  MIC range (µg/ml)a % of Resistance 
agent  2008 (n = 29) 2009 (n = 29) 2010 (n = 50) 2011 (n = 35) 2008  2009 2010 2011 
Amoxicillin <0.06 - 0.25 <0.06 - 0.13 <0.06 - 2 <0.06 - 0.13 0 0 0 0 
Cefaclor 2 - 32 0.25 - 4 0.25 - 4 0.13 - 1 0 0 0 0 
Cefdinir <0.06 - 0.5 <0.06   <0.06   <0.06   0 0 0 0 
Cefditoren <0.06 - 0.25 <0.06   <0.06   <0.06 - 0.13 0 0 0 0 
Faropenem <0.06   <0.06   <0.06   <0.06   0 0 0 0 
Ciprofloxacin 0.13 - 16 0.13 - 16 0.13 - 16 0.25 - 1 6.9 3.4 6.0 0 
Levofloxacin 0.13 - 8 0.13 - 8 0.13 - 8 <0.06 - 1 3.4 3.4 6.0 0 
Nadifloxacin <0.06 - 4 0.13 - 2 <0.06 - 4 <0.06 - 0.5 - - - - 
Erythromycin <0.06 - >256 <0.06 - >256 <0.06 - >256 <0.06 - 128 27.6 3.4 6.0 5.7 
Clarithromycin <0.06 - >256 <0.06 - >256 <0.06 - >256 <0.06 - 128 27.6 3.4 6.0 5.7 
Roxithromycin <0.06 - >256  <0.06 - >256 <0.06 - >256 <0.06 - >256 27.6 3.4 6.0 5.7 
Clindamycin <0.06 - >256 <0.06 - 64 <0.06 - 32 0.06 - 4 27.6 3.4 6.0 0 
Doxycycline 0.25 - 64 0.13 - 8 0.13 - 1 0.06 - 2 3.4 0 0 0 
Minocycline 0.25 - 16 <0.06 - 0.5 <0.06 - 0.5 0.06 - 2 3.4 0 0  0 
Gentamicin 1 - 8 4 - 16 1 - 8 0.5 - 32 - - - - 
Chloramphenicol 0.25 - 16 0.25 - 4 0.13 - 1 0.13 - 1 0 0 0 0 
Fusidic acid 2 - 8 0.5 - 4 <0.06 - 4 0.25 - 8 0 0 0 0 




Table 7. Classification of P. acnes strains by resistance patterns of macrolides, clindamycin and tetracyclines in a clinic 
Strain Year MIC (µg/ml) erm(X) 23S rRNA 16S rRNA 
 Clarithromycin Clindamycin Doxycycline mutation mutation 
 (14-Mac) 16-Maca (Linco) (Tetracyclines)  
78a 2008 >256 >256 >256 2 + Wild Wild 
83a 2008 >256 >256 >256 0.5 + Wild Wild 
84a 2008 >256 >256 >256 64 - Wild G1036C 
86a 2008 >256 2 128 1 - A2058G Wild 
88a 2008 >256 >256 >256 4 + Wild Wild 
95a 2008 >256 >256 32 1 - A2059G Wild 
96b 2008 >256 >256 >256 4 + Wild Wild 
102a 2008 >256 >256 4 0.25 - A2059G Wild 
121a 2009 >256 64 64 0.5 - A2058G Wild 
169a 2010 >256 32 64 0.25 - A2058G Wild 
175 2010 >256 32 64 0.25 - A2058G Wild 
208b 2010 >256 32 128 0.25 - A2058G Wild 
215c 2011 >256 8 2 1 - A2058T Wild 
244c 2011 >256 32 4 1 - A2058T Wild 
a Jasamycin was used in 2008 and spiramycin was used in 2009 to 2011. 
Mac, macrolides; Linco, lincosamides.  
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2. 大学病院由来 P. acnes株の解析 
2-1. 薬剤感受性 
クリニックの 2008 年において、高い MLSB耐性率を示した原因として、大学病院外来
患者が紹介により多数来院していたことが考えられた。そこで、地域は異なるが、大
学病院専門外来を受診した痤瘡患者由来 69株の P. acnesについて、各種抗菌薬感受性
を測定した (Table 8)。また、P. acnesの薬剤感受性を集団として把握するために、90%
の菌株の発育を阻止する濃度 (MIC90) および 50%の菌株の発育を阻止する濃度 
(MIC50) を算出した。その結果、β-ラクタム系薬である amoxicillin、cefaclor、cefdinir、
cefditoren、faropenem の全ての薬剤で良好な感受性を示し、耐性株は認められなかっ
た。一方、キノロン系薬の ciprofloxacin、levofloxacinに耐性を示す株が 3株 (4.3%) 認
められ、それらは nadifloxacin の MIC が 16 µg/ml を示した。マクロライドおよび
clindamycin 耐性率は、それぞれ 23.2%、18.8%であった。テトラサイクリン系薬の






 全 69株の P. acnesに対して、高度MLSB耐性に寄与する erm(X) の保有率を調査し
たところ、1株 (J-13b株) で保有が認められた (Table 9)。測定したいずれかのマクロ
ライド系薬に耐性を示した 16 株について 23S rRNA 遺伝子の塩基配列解析を行った
結果、A2058G変異を 11株が、A2059G変異を 3株が有していた。加えて、新規の変
異である 2611位における cytosineから guanineへの変異 (C2611G) が 1株で認められ
た。C2611G 変異株は 14 員環マクロライドには高度耐性を示すが、16 員環マクロラ






 Doxycycline に耐性を示した 3 株について 16S rRNA 遺伝子の塩基配列解析を行っ




Table 8. Antimicrobial susceptibility of P. acnes (n = 69) isolated from patients with acne vulgaris in a hospital 
Antimicrobial MIC (µg/ml)a % (No.) of  
agent MIC range MIC50 MIC90 Resistance 
Amoxicillin ≤0.06 - 0.25  ≤0.06 0.13 0   
Cefaclor 0.5 - 2 1 2 0   
Cefdinir  ≤0.06 - 0.125  ≤0.06  ≤0.06 0   
Cefditren  ≤0.06 - 0.25  ≤0.06 0.13 0   
Faropenem ≤0.06   ≤0.06  ≤0.06 0   
Ciprofloxacin 0.13 - 32 1 1 4.3  (3) 
Levofloxacin 0.25 - 32 0.5 1 4.3 (3) 
Nadifloxacin 0.25 - 16 0.25 0.5 -  
Erythromycin  ≤0.06 - ≥256 ≤0.06 ≥256 23.2 (16) 
Clarithromycin  ≤0.06 - ≥256  ≤0.06  ≥256 23.2 (16) 
Roxithromycin  ≤0.06 - ≥256  ≤0.06   ≥256 23.2 (16) 
Spiramycin  ≤0.06 - ≥256  ≤0.06  ≥256 21.7 (15) 
Clindamycin  ≤0.06 - ≥256  ≤0.06  128 18.8 (13) 
Gentamicin 0.25 - 32 32 32 -  
Doxycycline 0.13 - 16 0.25 1 4.3 (3) 
Minocycline  ≤0.06 - 8 0.13 0.25 0  
Chloramphenicol 0.25 - 1 0.5 0.5 0  
Fusidic acid  ≤0.06 - 8 8 8 0   
a MIC range, range of minimum inhibitory concentration (µg/ml); <, or less; >, or more. 
MIC50 and MIC90, the values indicate the MICs (µg/ml) that inhibit the growth of 50 and 90% of strains, respectively. 
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Table 9. Classification of P. acnes strains by resistance pattern of macrolides, clindamycin and tetracyclines in a hospital 
Strain SLST MIC (μg/ml) erm(X) 23S rRNA 16S rRNA 
 Clarithromycin Spiramycin Clindamycin Doxycycline mutation mutation 
J-6 A5 >256 32 64  0.13 - A2058G Wild 
J-9 C1 >256 32 128 16 - A2058G G1036C 
J-11 C2 >256 32 128 16 - A2058G G1036C 
J-13b A1 >256 >256 >256  0.25 + Wild Wild 
J-24b ND >256 128 64 0.13 - A2058G Wild 
J-28b A5 >256 128 128 0.13 - A2058G Wild 
J-29 A2 >256 128  128 0.13 - A2058G Wild 
J-34b C2 >256 128 64 16 - A2058G G1036C 
J-37b K1 >256 >256 8 0.25 - A2059G Wild 
J-43b F4 >256 64 128 0.25 - A2058G Wild 
J-45 A2 >256 64 32 1 - A2058G Wild 
J-62b A5 >256 32 32 0.13 - A2058G Wild 
J-68b K1 >256  1 0.25 0.13 - C2611G Wild 
J-71b A5 >256  64 128 0.13 - A2058G Wild 
J-77b A2 >256  >256 0.5 2 - A2059G Wild 
J-90b F4 >256  64 0.5 0.25 - A2059G Wild 




 全 69株の P. acnesおよび ATCC 11828株について、PFGE解析を行い、MLSB耐性












関連性を解析した。その結果、軽症の痤瘡患者 (26.9歳) より重症患者 (23.3歳) の平
均年齢が有意に低かった (P <0.05) (Fig. 4A)。また、重症患者から分離された P. acnes
は、MLSB耐性株が多く認められ、重症および最重症患者株の MLSB耐性率は 40.0% 
(6/15名)、中等症患者株では 12.9% (4/31名)、軽症患者株では 18.8% (3/16名) であっ
た。MLSB耐性株が分離された患者について、抗菌薬の使用歴を調査すると、MLSB耐
性株分離患者では、81.3% (13/16名) がマクロライド系薬もしくは clindamycinを過去
に使用しており、MLSB感受性株分離患者の 31.9% (15/47 名) に比べ、有意に高い使




 Fig. 3. PFGE analysis of P. acnes (n = 68) 
a MLSB-resistant strains. *, strain carrying erm(X); **, strains with the mutation of A2058G 
in 23S rRNA; ***, strain with the mutation of C2611G; ****, strains with the mutation of 
A2059G. b *, strains isolated from patients with severe and very severe acne vulgaris.  
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Table 10. Phylogenetic analysis of P. acnes isolated from patients with severe acne 
Strain  Alleles number and MLST9 type  SLST 
 cel coa fba gms lac oxc pak recA zno ST  
J-10b - - - - - - - - - - H1 
J-13b 5 9 1 8 4 3 3 5 6 11 A1 
J-14 5 9 2 8 4 3 3 5 5 8 A2 
J-24b 5 9 1 8 4 3 3 5 6 11 A2 
J-32 5 9 4 3 4 3 3 2 11 67 F4 
J-34b 5 9 4 8 5 3 3 5 11 3 C2 
J-42b 5 4 3 3 4 3 5 1 9 41 H1 
J-45 5 9 2 8 4 3 3 5 5 8 A2 
J-46b 5 9 4 8 4 2 3 5 11 26 A5 
J-49b 7 9 4 3 4 3 3 2 11 70 F4 
J-61 5 9 4 8 4 2 3 5 11 26 A5 
J-62b 5 9 4 8 4 2 3 5 11 26 A5 
J-71b 5 9 4 8 4 2 3 5 11 26 A5 
J-73b 3 13 8 11 7 6 7 6 14 51 K1 
J-74 5 9 4 8 4 2 3 5 11 26 K1 
-, not determined 




Fig. 4. Analysis of patient information 
(A) Average of patients’ age and % of patients with MLSB-resistant strain isolated from various 
severity grade patients. Severe grade contains severe and very severe patients. The star indicates 
a statistically significant different between mild and severe case in average of patients age using 
the Student’s t-test (P < 0.05). (B) Histories of macrolides and clindamycin use in patients with 
MLSB-resistant strain. Most patients with resistant strain previously used antimicrobials 



































































 耐性変異株が出現しない最小の薬剤濃度を耐性株出現阻止濃度 (MPC) といい、耐
性菌出現を抑制するための抗菌薬適正使用における指標の一つとなっている。そこで、
痤瘡治療において、内服薬と外用薬で繁用されているマクロライド系およびキノロン
系薬について、MPCの測定を行った。Clarithromycinにおける 8×MIC (0.063 µg/ml) の
耐性変異株出現頻度は、6.8×10-10であった (Fig. 5)。Clindamycinにおける 1×MIC (0.063 
µg/ml) での変異耐性株出現頻度は、6.8×10-10であり、2×MIC以上では耐性変異株が認
められなかった。Levofloxacin の 32×MIC (4 µg/ml) における耐性変異株出現頻度は
2.8×10-9であり、nadifloxacinの 16×MIC (2 µg/ml) における出現頻度は 7.5×10-9であっ
た。ClarithromycinのMSWは 16であり、clindamycinのMSWは 2と非常に小さかっ
た (Table 11)。一方、キノロン系薬では、levofloxacinのMSWは 64 (MPC, 8 µg/ml)、
nadifloxacinのMPCは 32 (MPC, 4 µg/ml) と比較的大きな値を示した。 
 
 
Fig. 5. Mutation frequencies in P. acnes ATCC6919 
Mutation frequencies for 2×, 4× and 8×MIC of clarithromycin were 
1.96×10-8, 1.6×10-8 and 8.48×10-10; 2×MIC of clindamycin was 6.8×10-10; 
8×, 16× and 32×MIC of levofloxacin were 4.1×10-8, 8.2×10-9 and 2.8×10-9; 
and, 8× and 16×MIC of nadifloxain were 7.4×10-9 and 7.5×10-9, respectively. 
Each color arrow indicated MPCs of P. acnes for antimicrobial agent. 
  





























Table 11. Antimicrobial susceptibility of P. acnes ATCC11828 
Antimicrobial MIC MPC MSW 
agent (µg/ml) (µg/ml) (MPC/MIC) 
Clarithromycin 0.008 0.125 16 
Clindamycin 0.063 0.125 2 
Levofloxacin 0.125 8 64 
Nadifloxacin 0.125 4 32 
MIC, minimum inhibitory concentration. 
MPC, mutant prevention concentration. 





【 考 察 】 
 





クリニック由来株では、2008年に 27.6%、2009年に 3.4%、2010年に 6.0%、2011年


















症度と MLSB 耐性 P. acnes の関連性を解析すると、重症及び最重症患者由来株での
MLSB耐性率は 40.0% と中等症患者株および軽症患者株に比べ、著しく高い値を示し





MLSB耐性 P. acnesの分離頻度が高いことから、clarithromycinおよび clindamycinの
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耐性変異株出現への影響を調査した。MSW を算出すると、clarithromycin は 16、


















Fig. 6. Annual change of MLSB resistant P. acnes in clinic and hospital 







































に使用している英国においては、痤瘡患者由来 P. acnes の約 50% がテトラサイクリ
ン耐性を示すことが報告されている 62)。また、最近では、テトラサイクリン系薬は、
痤瘡治療だけでなく sarcoidosisの治療にも使用されている 86)。 
細菌における既知のテトラサイクリン耐性機構として、tetKを代表とする排出タン
パク質をコードする遺伝子の獲得や tetM などのリボソームの保護タンパク質をコー
ドする遺伝子の獲得が報告されている 87)。他にも、薬剤結合部位である 16S rRNAの
変異や rpsCおよび rpsJ遺伝子にコードされる ribosomal S3および S10 protein変異に
よるテトラサイクリン耐性機構が知られている 88)。P. acnesにおいては、薬剤結合部
位である 16S rRNAの 1036位 (大腸菌 1058位に相当) における guanineから cytosine
への変異 (G1036C) のみが報告されている (Fig. 7)62, 77)。 
痤瘡治療における標準内服量とされる doxycycline 100 mg/day の内服を行うと、そ
の血中薬物濃度は理論的に 1.5 μg/ml 程度となると考えられ、毛包内ではさらに低い
と推定される 89)。そのため、doxycyclineに対してMIC 1 ~ 2 μg/mlを示す低感受性株
































【 方 法 】 
 
1. 使用菌株 
菌株は、第 1章と同様の 2009年から 2010年に東京女子医科大学病院を受診した痤
瘡患者 69名から分離された 69株の P. acnesを使用した。倫理的配慮は、第 1章【方
法】12と同様に行い、実施された。薬剤感受性の測定には、薬剤感受性基準株として
ATCC6919株を使用した 66)。16S rRNA遺伝子と、rpsCおよび rpsJ遺伝子の wild type
として ATCC11828株 (Accession number: CP003084) を使用した。 
 
 
2. P. acnesの遺伝学的分類法による解析 









在下の MIC の 1/4 倍以下を示した場合、reserpine 感受性の排出が亢進しているとし
た。薬剤排出の positive controlとして、痤瘡患者由来で薬剤排出ポンプ tetKを保有す




テトラサイクリン耐性化に関与する 16S rRNA 遺伝子、ribosomal S3 および S10 
protein をコードする rpsCおよび rpsJ遺伝子の DNAシーケンスを行った。DNAシー
ケンス法は、第 1章【方法】7に従い実施した。増幅およびシーケンスに使用したプ




耐性変異株の作製は、親株として ATCC11828 株を使用した。親株を変法 GAM ブ
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イヨンで 35°C、嫌気条件下で 48 hr培養し、1010 CFU/ml程度となるように濃縮した。
濃縮菌液は、doxycyclineを 2倍濃度ごとに 0.25 ~ 32 μg/ml含んだ変法 GAM寒天培地




Table 12. Amplification and Sequencing primers used in this study 
Primer Oligonucleotide (5’ to 3’) Tm (°C) 
rpsC-F GCCAAGTCCGAGACCGAGAA 61.2 
rpsC-R GTCCACCACGACCGCCCTG 65.7 
rpsJ-F CACAGTGTTCACGGGGT 51.5 






【 結 果 】 
 
1. 痤瘡患者由来株のテトラサイクリン感受性 
第 1 章で測定した痤瘡患者由来 P. acnes のテトラサイクリン系薬の MIC を解析し
た結果、doxycyclineの MICによって、大きく 3つのグループに分類された (Fig. 8)。
1つ目に、MICが 0.25 μg/ml以下の感受性を示すグループで、60株 (87.0%) が認めら
れた。2つ目は、MICが 1 ~ 2 μg/mlと感受性株に比べMICがわずかに上昇した感受
性低下グループで、6株 (8.7%) が分離された。また、MICが 16 μg/mlの耐性を示す
グループとして 3 株 (4.3%) が認められた。SLST による遺伝学的分類を行うと、感
受性株は 11のタイプに分類された (A1、A2、A5、A14、A15、C4、F4、H1、H4、K1
および K7)。そのうち、cluster Aに含まれる株が最も多く、32株 (53.3%) であった。
一方、感受性低下グループでは 3つのタイプが認められ、A2が 3株、A10および K1





























 Doxycyline 感受性株が分離された 60 名、低感受性株が分離された 6 名および耐性







Doxycycline 低感受性株 (6 株) および耐性株 (3 株) の計 9 株についてテトラサイ
クリン耐性因子の解析を行った。既知の 16S rRNA 変異について解析すると、3 株全
ての doxycycline耐性株から 16S rRNAの G1036C変異が認められた (Table 13)。加え
て、16S rRNAの 1180位における adenineから cytocineへの変異 (A1180C) が認めら
れた。一方、6株の doxycycline低感受性株からは、G1036C変異は認められなかった。






る reserpine 添加時の MIC を測定した (Table 14)。しかし、非存在下の MIC 値の 1 ~ 
1/2倍となり、排出の亢進は認められなかった。 
他のテトラサイクリン耐性機構として、薬剤結合部位の変異による薬剤親和性の低
下が考えられる 88, 91)。そこで、テトラサイクリン系薬の標的部位である 16S rRNAの
構成タンパク質の ribosomal S3 protein 遺伝子 rpsC および S10 protein 遺伝子 rpsJ の
DNA配列を解析した (Table 13)。rpsCおよび rpsJ遺伝子の解析を行ったところ、rpsJ
遺伝子で doxycycline耐性および低感受性株の全てで 169 ~ 172位で 5種の変異が認め
られ、コードされる S10 protein で K57E (A169G)、K57M (A170T or G171C)、K57N 
(G171T)、Y58D (T172G) の 4つのアミノ酸置換が認められた。一方、全ての株におい








 Table 13. Tetracyclines resistance profiles of clinically isolated and laboratory-selected strains of P. acnes 
  No. MIC (μg/ml) Mutations of tetracycline resistance factor 
 Doxycycline Minocycline Tigecycline 16S rRNA rpsJ S10 protein 
 Clinical isolate 
  J-9 16 8 2 G1036C, A1180C T172G Tyr58Asp 
 J-11 16 8 2 G1036C, A1180C T172G Tyr58Asp 
 J-15b 1 0.25 0.5 Wild A169G, T172G Lys57Glu, Tyr58Asp 
 J-34b 16 8 2 G1036C, A1180C T172G Tyr58Asp 
 J-45 1 1 0.25 Wild G171T Lys57Asn 
 J-75b 1 0.25 0.25 Wild G171T Lys57Asn 
 J-77b 2 1 0.5 Wild A170T Lys57Met 
 J-83b 2 1 0.5 Wild A170T Lys57Met 
 J-85b 1 0.5 0.5 Wild G171C Lys57Met 
Laboratory strain  
 1-1 4 2 0.5 Wild A169G Lys57Glu 
 1-2 4 2 0.25 Wild T172G Tyr58Asp 
 2-1 4 2 0.5 Wild A169G Lys57Glu 
 2-2 4 2 0.5 Wild A170G Lys57Met 
 2-4 4 2 0.5 Wild A170T Lys57Met 
 ATCC11828 0.13 ≤0.06 ≤0.06 Wild Wild Wild 




Table 14. Susceptibilities of tetracyclines for clinical isolates and laboratory-selected strains 
No. MIC (μg/ml) MIC (μg/ml) with reserpine 
 Doxycycline Minocycline Doxycycline Minocycline 
Clinical isolate 
J-9 16 8 16 4 
J-11 16 8 16 4 
J-15b 1 0.25 1 0.25 
J-34b 16 8 16 8 
J-45 1 1 1 0.5 
J-75b 1 0.25 1 0.25 
J-77b 2 1 1 1 
J-83b 2 1 1 1 
J-85b 1 0.5 1 0.5 
Laboratory strain  
1-1 4 2 2 2 
1-2 4 2 2 1 
2-1 4 2 2 2 
2-2 4 2 2 2 
2-4 4 2 2 2 
ATCC11828 0.13 ≤0.06 0.13 ≤0.06 




テトラサイクリン耐性化における 16S rRNA および rpsJ 遺伝子変異の関与を明らか
にするため、in vitro でテトラサイクリン耐性変異株の作製を行った。Doxycycline 1 
μg/mlと 2 μg/mlの選択で得られた耐性変異株を分離した。それぞれ 6株ずつを選び、
薬剤感受性を測定したところ、全ての耐性変異株が doxycycline (MIC = 4 μg/ml) と
minocycline (MIC = 2 μg/ml) に低度耐性を示した (Table 14)。一方、reserpine添加によ
るMICを測定したが、非添加時との差は認められなかった (Table 14)。 
耐性因子の解析を行ったところ、16S rRNA 遺伝子変異は認められなかった (Table 
13)。一方、rpsJ遺伝子変異は、全ての株で認められ、菌株によって異なるアミノ酸置
換を生じる遺伝子変異が認められた。rpsJ遺伝子変異による S10 proteinのアミノ酸置




【 考 察 】 
 
 テトラサイクリン系薬は、細菌の 30S rRNAのサブユニット 16S rRNAの Aサイト











doxycycline に低感受性を示す耐性変異株が得られ、これらの耐性変異株には rpsJ 遺
伝子の変異による S10 proteinのアミノ酸置換が認められた。加えて、耐性株から rpsJ
遺伝子の変異による S10 proteinのアミノ酸置換と 16S rRNAの G1036C変異を検出し
た。以上の結果は、rpsJ 遺伝子の変異による S10 protein のアミノ酸置換は、P. acnes
のテトラサイクリン低感受性に関与することを明らかにし、S10 proteinのアミノ酸置
換に加え 16S rRNA変異を獲得することでテトラサイクリン耐性することを示唆した。 
Ribosomal S10 proteinは 2つの領域から成る構造体で、16S rRNAにリンクした細長
いタンパク質である 88)。S10 proteinのアミノ酸置換は、Neisseria gonorrhoeaeや Bacillus 




のアミノ酸の置換が報告され、16S rRNAの h31、h34の直近であることから、16S rRNA
および S10 proteinの構造的変化を誘発するものであると考えられている。本研究によ
って解明された P. acnesの S10 proteinのアミノ酸置換は、57または 58番目のアミノ
酸に認められ、N. gonorrhoeae に認められるアミノ酸置換と類似していると考えられ
る。一方、S3 proteinをコードする rpsC遺伝子における変異は、痤瘡患者由来株と作
製した耐性変異株の両方で認められなかった。従って、P. acnesにおいて S3 proteinの
アミノ酸置換は、テトラサイクリン耐性への関与が低いと考えられた。 
S3 および S10 protein におけるアミノ酸置換は、グリシルサイクリン系薬の
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tigecycline の感受性低下にも関与すると報告されていることから 96, 97)、P. acnes にお
ける S10 protein のアミノ酸置換の tigecycline 低感受性化への関与を明らかにするた
め、tigecyclineのMICを測定した。テトラサイクリン感受性株は tigecyclineのMICは
0.06 μg/ml以下であったが、S10 proteinのアミノ酸置換を有する痤瘡患者由来株と耐
性変異株の両方は 0.25 ~ 0.5 μg/mlのMICを示した (Table 13)。つまり、テトラサイク
リン系薬と同様に、グリシルサイクリン系薬の tigecyclineも S10 proteinのアミノ酸置
換により低感受性化することが示された。さらに、16S rRNA遺伝子の変異および S10 
proteinのアミノ酸置換を有する耐性株では、MICが 2 μg/mlとさらに上昇した。現在、
tigecycline は痤瘡などの P. acnes が関連している疾患治療には使用されていない。し
かしながら、S10 proteinのアミノ酸置換を有することは、テトラサイクリン系および
グリシルサイクリン系薬に対して、多剤耐性化の要因となりえると示唆された。 
 16S rRNA変異および S10 proteinのアミノ酸置換を有する耐性株について調査する
と、過去に 16S rRNA変異株は doxycyclineのMICが 1 ~ 16 μg/ml、minocyclineのMIC
が 0.5 ~ 4 μg/mlを示したという報告がある 59, 77)。しかし、これらの株の S10 proteinに
おけるアミノ酸置換の有無は解析されていない。本章では、16S rRNA 変異のみが検
出された株はなく、16S rRNA変異および S10 proteinのアミノ酸置換を有していた株
が 3株認められ、doxycyclineのMICが 16 μg/ml、minocyclineのMICが 8 μg/mlであ
った。16S rRNA変異および S10 proteinのアミノ酸置換は、どちらも立体障害による
薬剤結合親和性の低下であるため、相加効果により耐性化することが示唆される。つ










































































































































































































































































































































































































































Fig. 9. Homology of the ribosomal S10 proteins with P. acnes 
P. acnes, Propionibacterium acnes; B. subtilis, Bacillus subtilis; 
N. gonorrhoeae, Neisseria gonorrhoeae; T. thermophilus, 
Thermus thermophiles. 
 





性株と 16S rRNA 変異および S10 protein のアミノ酸置換を有する耐性株が存在し、
MICに差があることが示唆された。 





れる。しかしながら、cluster Cに分類される菌株の全てが 16S rRNA遺伝子変異を有
しているわけではなく、他の遺伝子型でも 16S rRNA 遺伝子変異株は認められる 27)。
第 1章の研究で、MLSB耐性株の伝播による流行が起きていないことを示し、皮膚常
在菌である P. acnesの伝播も報告されていない。従って、cluster Cに分類される菌株
は、伝播によって流行したのではなく、16S rRNA 遺伝子変異を起こしやすい菌株で
ある可能性が考えられる。In vitroにおける耐性変異株の作製では、1段階目の変異と
して rpsJ遺伝子の変異 (S10 proteinのアミノ酸置換) を生じ、低感受性株となった。
本研究では、16S rRNA変異を有する耐性変異株を得ることはできなかったが、2段階
目の変異として 16S rRNA遺伝子変異を生じ、耐性化することが強く示唆された。ヨ
ーロッパでは 16S rRNA変異株が流行していることから、cluster Cに分類される菌株
を用いた耐性変異株の作製、または臨床を模した抗菌薬の曝露試験を行うことにより
高頻度に 16S rRNA変異株を得られる可能性が考えられた。 






















【 緒 言 】 
 
近年では、痤瘡患者からキノロン耐性 P. acnesも少数であるが報告されている 57, 68)。
第 1章で、本邦におけるキノロン耐性株の存在を明らかにした。諸外国では痤瘡治療
のキノロン系薬をほとんど使用していないが、日本では外用薬と内服薬の両方が治療




gyrase および DNA topoisomerase IV のキノロン耐性決定領域 quinolone-resistance-
determining region (QRDR) のコード部位での遺伝子変異に起因するアミノ酸置換によ
り、結合親和性が低下し、耐性を生じることが知られている 99)。DNA gyraseは GyrA、
GyrBサブユニットから構成され、DNA topoisomerase IVも ParC、ParEサブユニット
から構成される。また、QRDRにおけるアミノ酸置換数によって段階的に耐性度が上
昇し、特に GyrA および ParC に 2 つずつのアミノ酸置換を有する高度耐性株が知ら
れている 100)。キノロン系薬の種類にもよるが、大腸菌のようなグラム陰性菌におい
ては GyrA が、黄色ブドウ球菌のようなグラム陽性菌では ParC が最も選択性の高い
標的部位となる 101, 102)。他にも、薬物の排出による耐性化が知られており、黄色ブド
ウ球菌においてプラスミド性の排出ポンプがキノロン低感受性化に寄与することが
知られている 103)。グラム陰性菌においては、plasmid-mediated quinolones resistance 






がある。実際に、病院内からはキノロン高度耐性を示す methicillin-resistant S. aureus 
(MRSA) が頻繁に分離されている 99, 106)。従って、皮膚常在菌である P. acnesにも同様
の影響が危惧される。そこで、本章では、本邦の痤瘡患者におけるキノロン耐性 P. 





【 方 法 】 
 
1. 使用菌株 
菌株は、第 1章から追加した西嶋皮ふ科を受診した痤瘡患者由来の 211株の P. acnes
および、第 1 章と同様の東京女子医科大学病院を受診した痤瘡患者由来の 69 株の P. 
acnesを使用した。倫理的配慮は、第 1章【方法】12と同様に行い、実施された。薬
剤感受性の測定には、薬剤感受性基準株として ATCC6919 株を使用した 66)。DNA 
gyraseおよび DNA Topoisomerase IVをコードする遺伝子の wild typeとして、キノロ




2. P. acnesの遺伝学的分類法による解析 




薬剤感受性はMICを測定し、評価した。方法は、第 1章【方法】3に記した agar dilution 
procedureで行った。薬剤は、ciprofloxacin、levofloxacin、nadifloxacin、ozenoxacin (Maruho) 





キノロン耐性因子を特定するために、DNA gyrase 遺伝子 (gyrA および gyrB) およ
び Topoisomerase IV遺伝子 (parCおよび parE) の QRDR部位の DNAシーケンスを行
った。使用したプライマーは Table 15 に示した。遺伝子の増幅には Tks Gflex® DNA 
Polymerase (Takara) を使用し、変性を 98°Cで 10 sec、アニーリングを 60°Cで 15 sec、
伸長反応を 68°Cで 1 minを 30サイクル行い、増幅産物を得た。増幅したそれぞれの








変異耐性株の作製は、変法 GAM ブイヨンで 35°C、嫌気条件下で 48 hr 培養した
ATCC11828株を、1010 CFU/ml程度となるように濃縮し、ciprofloxacin、levofloxacinお










った 107)。菌株は、変法 GAM 寒天培地に培養した菌株を、変法 GAM ブイヨンに接
種し、一晩培養した。Optical density (O.D.) 600 nm = 1.0程度まで増殖した培養液をそれ
ぞれの濃度が O. D. = 0.001となるように新しい液体培地 10 mlに接種した。培地は、
35°C、嫌気条件下で培養を行い測定した。試験は 3回行い、その平均を測定値とした。 
 
Table 15. Oligonucleotide primers used for the analysis of quinolone resistance in P. acnes 
Primer Oligonucleotide Sequence (5’ to 3’) Tm (°C) Product size (bp) 
gyrA-F ATCGTTCATTCAGCGC 49.3 2,854 
gyrA-R1 CTTCTCGTGGAAGGTACG 50.1  
gyrB-F CGGTAGTATTGGATCGTTG 50.2 2,072 
gyrB-R1 CGTCTTCAAGGGTCACCTG 55.2  
parC-F GACAAGGTGCTCAACCAC 50.4 2,735 
parC-R1 CTCCTCTAGCAGCCAGTC 49.2  
parE-F AACACATTCCGTCACTAAGAC 50.5 2,367 
parE-R1 CTGTCGATAAGCTGCCA 49.7  
 
gyrA-Ra CGATACCTGAAGAACCATTGAC 55.0 - 
gyrB-F2a CACGAGGACTTCCTCTATAAG 49.8 - 
gyrB-F3a GACTGGTTCGAGGAGAATC 50.5 - 
parE-F3a CATTAACGACCTTCTCCATAA 51.0 - 
parE-F4a TCATACCACCGTTCTCGT 50.5  
a, sequencing primer  
47 
 
【 結 果 】 
 
1. 痤瘡患者由来株のキノロン感受性および耐性因子の解析 
 痤瘡患者由来 280株の P. acnesについて、キノロン系薬の感受性を測定した。その
結果、levofloxacinにMIC 8 ~ 16 μg/mlを示すキノロン低感受性株が 8株 (2.9%) 認め




排出ポンプ阻害薬である reserpine 添加による MIC の変化を調査した。しかし、非添
加時との違いは認められなかった。従って、P. acnes のキノロン耐性機構は薬剤の排
出ではなく、薬剤標的部位の変異であることが示唆された。 
そこで、DNA gyrase遺伝子 (gyrAおよび gyrB) および DNA topoisomerase IV遺伝
子 (parCおよび parE) の塩基配列を解析し、QRDRのアミノ酸置換を解析した (Table 
16)。キノロン系薬の MIC が類似していた 7 株の低感受性株で DNA gyrase を構成す
る GyrA における 101 番目のアミノ酸 (大腸菌 84 番目に相当) の serine から leucine
への置換 (Ser101Leu) が認められた。異なる MIC を示した 121a 株では、GyrA にお
ける 105 番目のアミノ酸 (大腸菌 88 番目に相当) である aspartic acid から glycine へ
の置換 (Asp105Gly) が認められた。一方、GyrB および ParC、ParE の QRDR には全
ての株でアミノ酸置換は認められなかった。キノロン低感受性株の遺伝学的分類を






を作製した。キノロン耐性株は 1.0×10-10 ~ 2.7×10-8の頻度で得られた (Fig. 10)。それ
ぞれの薬剤の 4 μg/mlで増殖したコロニーを 8株ずつ保存し、ciprofloxacin (CPFX4-1 
~ CPFX4-8)、levofloxacin (LVFX4-1 ~ LVFX4-8)、nadifloxacin (NDFX8-1 ~ NDFX8-8) 耐
性変異株として以降の実験に使用した (Table 17)。耐性変異株は、全ての株でキノロ
ン低感受性化が認められた。Ciprofloxacin で作製した 7 株 (CPFX4-1 ~ 4-7) および
levofloxacin で作製した 8 株は、測定した 3 種のキノロン系薬に対して同等の耐性レ
ベルを示した。CPFX4-8 は他の耐性変異株に比べて、耐性レベルは低かった。
Nadifloxacinで作製した全ての耐性変異株は、ciprofloxacinと levofloxacin変異株より  
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Table 16. GyrA substitution in low-level fluoroquinolone-resistant P. acnes isolated from patients with acne vulgaris 
Strain MIC (µg/ml) Reserpine MIC (µg/ml)* GyrA substitution 
 CPFX LVFX NDFX OZNX CPFX LVFX NDFX 
29b 16 16 8 1 16 16 8 Ser101Leu 
75b 16 16 8 1 16 16 8 Ser101Leu 
88a 16 16 8 1 8 16 8 Ser101Leu 
121a 16 8 4 0.5 8 8 4 Asp105Gly 
169a 16 16 8 0.5 8 16 8 Ser101Leu 
J-6 8 16 8 - 8 16 16 Ser101Leu 
J-45 8 16 16 - 4 16 8 Ser101Leu 
J-83b 16 16 8 - 8 16 8 Ser101Leu 
ATCC11828 0.5 0.25 0.25 ≤0.06 0.5 0.5 0.25 Wild 
*, MIC in the presence of reserpine 
Five strains (29b ~ 169a) and three strains (J-6, J-45 and J-83b) were isolated in clinic and hospital, respectively. 
CPFX, ciprofloxacin; LVFX, levofloxacin; NDFX, nadifloxacin; OZNX, ozenoxacin 




も levofloxacinのMICが 32 μg/mlと高かった。Reserpine添加によるMICの変化は認
められなかった。QRDRの変異を解析すると、ciprofloxacinで選択された CPFX4-8を
除く 7株、levofloxacinで選択された 8株において、GyrAにおける Ser101Leuのアミ
ノ酸置換を生じる変異が認められた (Table 17)。一方、異なる感受性を示した CPFX4-
8 では GyrA における Asp105Gly のアミノ酸置換を生じる変異が認められた。




 加えて、異なるアミノ酸置換を有する LVFX4-1 (Ser101Leu)、CPFX4-8 (Asp105Gly)、
NDFX8-1 (Ser101Trp) を用いて、高度耐性変異株の分離を行った (Table 17)。LVFX4-
1からは、levofloxacin の選択により FQ-R1、FQ-R2および FQ-R3が得られた。それ
ぞれの耐性変異株からは、GyrA の Ser101Leu に加えて GyrA の Asp105Gly、または
GyrBにおける 476番目の asparagineから glutamic acid (Asn476Glu) もしくは 495番目
の serineから proline (Ser495Pro) の 2つのアミノ酸置換を生じる遺伝子変異が認めら
れた。CPFX4-8からは、levofloxacin の選択により GyrAの Asp105Glyに加え、GyrA
の Ser101Leu の 2 つのアミノ酸置換株を有する FQ-R4 が得られ、FQ-R1 と同一のア
ミノ酸置換を有し、同一の MICを示した。一方、Ser101Trp を有する NDFX8-1から
は高度耐性変異株は得られなかった。これらの高度耐性変異株において DNA 
topoisomerase (ParCおよび ParE) の QRDRにアミノ酸置換を生じる遺伝子変異は認め
られなかった。また、2アミノ酸置換株の levofloxacin、nadifloxacinおよび ozenoxacin




Table 17. Quinolone susceptibilities and QRDR mutations in GyrA and GyrB for fluoroquinolone-resistant mutants 
Resistant MIC (μg/ml) QRDR substitutions 
mutant* Ciprofloxacin Levofloxacin Nadifloxacin Ozenoxacin GyrA GyrB 
1st selection 
 CPFX4-1 16 16 8 0.5 Ser101Leu - 
 CPFX4-8 16 4 1 0.13 Asp105Gly - 
 LVFX4-1 16 16 8 0.5 Ser101Leu - 
 NDFX8-1 16 32 8 0.5 Ser101Trp - 
2nd selection 
 FQ-R1 16 64 32 4 Ser101Leu, Asp105Gly - 
 FQ-R2 16 64 16 1 Ser101Leu Asp476Glu 
 FQ-R3 16 64 32 4 Ser101Leu Ser495Pro 
 FQ-R4 16 64 32 4 Ser101Leu, Asp105Gly - 
ATCC11828 0.5 0.25 0.25 ≤0.06 - - 
*, Strain no. exhibit the antimicrobial using the selection of resistant mutants. Stains named CPFX were selected by ciprofloxacin. 
In similar, strains named LVFX and NDFX were selected by levofloxacin and nadifloxacin, respectively. FQ-R1, R2, and R3 
were selected by levofloxacin from LVFX4-1 as a parental strain. In the same way, FQ-R4 was selected by levofloxacin from 






 3種のキノロン系薬 ciprofloxacin、levofloxacin、nadifloxacinの P. acnes に対する耐性
変異株出現頻度および耐性菌出現阻止濃度  (MPC) を測定した。その結果、
ciprofloxacinおよび levofloxacinでは 8 μg/mlまで耐性変異株が出現した (Fig. 10)。一
方、nadifloxacinでは 4 μg/ml まで出現が認められた。それぞれの頻度は、ciprofloxacin
の濃度が 1 μg/mlのとき 2.7×10-8、2 μg/mlのとき 1.2×10-8、4 μg/mlのとき 6.6×10-10、8 
μg/mlのとき 1.0×10-10であった。Levofloxacinでは、1 μg/mlのとき 1.9×10-8、2 μg/ml
のとき 7.3×10-9、4 μg/mlのとき 6.0×10-9、8 μg/mlのとき 2.5×10-9であった。Nadifloxacin
では、1 μg/mlのとき 8.0×10-9、2 μg/mlのとき 2.9×10-9、4 μg/mlのとき 3.5×10-9、8 μg/ml
のとき<2.0×10-10を示した。以上より、いずれの濃度においても、nadifloxacin の変異
頻度は ciprofloxacin および levofloxacin よりも低かった。また、他の薬剤と比較して






 耐性変異株の環境への適応能を調査するために、親株である ATCC11828 と耐性変
異株である LVFX4-1 (Ser101Leu)、CPFX4-8 (Asp105Gly)、NDFX8-1 (Ser101Trp)、FQ-
R1 (Ser101Leu and Asp105Gly) の液体培地中における各培養時間の菌量を測定し、比
較した (Fig. 11)。その結果、すべての耐性変異株の増殖能は、親株である ATCC11828
よりも低かった。特に、NDFX8-1 (Ser101Trp) の増殖能は、親株よりも著しく低下し
ていた (24 hr, P <0.05)。耐性変異株の中では、LVFX4-1 (Ser101Leu) と CPFX4-8 
(Asp105Gly) は同等の増殖能が認められ、FQ-R1 (Ser101Leu and Asp105Gly) の増殖能







Fig. 10. Comparison of the mutation frequency in the presence of fluoroquinolone for 
P. acnes ATCC11828 
 For ciprofloxacin, the mutation frequencies were 2.7×10-8, 1.2×10-8, 6.6×10-10, and 
1.0×10-10 on the plates containing serial two-fold antimicrobial concentrations (1, 2, 4, 
and 8 μg/ml, respectively). For levofloxacin, the mutation frequencies were 1.9×10-8, 
7.3×10-9, 6.0×10-9, and 2.5×10-9 on the plates containing serial two-fold antimicrobial 
concentrations (1, 2, 4, and 8 μg/ml, respectively). For nadifloxacin, the mutation 
frequencies were 8.0×10-9, 2.9×10-9, 3.5×10-9, and <1.0×10-10 on the plates containing 























Table 18. Comparison of MIC, MPC, and MSW for fluoroquinolones in P. acnes 
ATCC11828 
Antimicrobial agent MIC (µg/ml) MPC (µg/ml) MSW (MPC/MIC) 
Ciprofloxacin 0.5 16 32 
Levofloxacin 0.25 16 64 
Nadifloxacin 0.25  8 32 
MIC, minimum inhibitory concentration. 
MPC, mutant prevention concentration. 





Fig. 11. Comparison of the growth rates for P. acnes ATCC11828 wild type strain and 
fluoroquinolones-resistant mutants 
 Asterisk showed that O.D. of ATCC11828 strain as bacterial concentration was 


























【 考 察 】 
 
 キノロン耐性 P. acnesの分離は報告されているが、その耐性メカニズムは不明であ
った。S. aureusなどのグラム陽性菌では、薬剤標的部位である DNA gyraseおよび DNA 
topoisomerase IVの変異が主な耐性機構として知られている。 
 そこで、痤瘡患者から分離されたキノロン低感受性 P. acnesにおいて、DNA gyrase
および DNA topoisomerase IV におけるアミノ酸置換の有無を調査した。その結果、







ciprofloxacin または levofloxacin の選択で得られた耐性変異株と同一のアミノ酸置換
を有していた。 
 さらに、LVFX4-1 (Ser101Leu) を用いて高度耐性株の分離を行うと、levofloxacinの
選択で GyrAまたは GyrBにおける 2つ目のアミノ酸置換を有する耐性変異株が認め
られた。しかし、DNA topoisomerase IV (ParCおよび ParE) にアミノ酸置換を起こす遺
伝子変異は認められなかった。Ciprofloxacinおよび levofloxacinは ParCに親和性が高






異株であり、Ser101Leuを有する株に比べ levofloxacin の MIC がより上昇していた。
一方、GyrA の Asp105Glyを有する株は GyrA の Ser101 置換株に比べ levofloxacin お
よび nadifloxacinのMICが低かった。また、Asp105Gly株は、痤瘡患者由来だけでな
く、作製した耐性変異株においても検出頻度が低かった。その原因は不明であるが、







































て解析を行った。Doxycycline 低感受性株から新規の rpsJ 変異による ribosomal S10 
proteinのアミノ酸置換を見出し、P. acnesのテトラサイクリン耐性化は、S10 proteinの
アミノ酸置換に加え、16S rRNA変異を有することで段階的に生じる可能性を示した。 
第 3章では、キノロン系薬の耐性機構について解析を行った。P. acnes のキノロン
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